IgG Fc レセプターからみたクローン病患者多核白血球機能異常に関する研究 by 萱場 佳郎
IgG Fc レセプターからみたクローン病患者多核白
血球機能異常に関する研究
著者 萱場 佳郎
号 2562
発行年 1993
URL http://hdl.handle.net/10097/20953
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
最終学歴
学位論文題目
かやばよしろう
 萱場佳郎(宮城県)
 博士(医学)
 医第2562号
 平成5年9月8日
 学位規則第4条第2項該当
 昭和59年3月27日
東北大学医学部医学科卒業
 IgGFcレセプターからみたクローン病患者多核
 白血球機能異常に関する研究
論文審査委員
 (主査)
教授豊田隆謙
教授松野正紀
教授名倉宏
 一261一
論文内容要旨
猛目  的】
 クローン病(CD)の潰瘍裂溝などの病変周囲には好中球の浸潤が見られるが,これまでこれ
 ら多核白血球(PMN)の機能異常については殆ど検討がなされていない。また活動期CDでは
 血清中IFN一γ濃度が健常人と比較して有意に増加しているが,このIFN一γは通常PMNに発現
 していないIgGFcreceptor(FcγR)1を発現させる。このFcγRは免疫複合体の貪食・活
 性酸素,サイトカイン放出等に関与するが,CD患者PMNに関して血清中IFN一γの高値から推
 測されるFcγRI発現異常,及びFcγRを介した機能異常については全く報告がなされてい
 ない。そこで本研究は,初めてCD活動期におけるFcγRの面からみたPMNの機能異常を中
 心に研究を行った。
 【対象・方法男
 1)活動期CDの治療前,中,後の末梢血,PMN,及び健常者のPMNに対してFcγR発
 現を検討した。PMNを得た後,各FcγRI,亘,皿に対するマウス抗ヒトFcγRモノクロー
 ナル抗体(32.2,IV-3,3G8)F(ab')2を一次抗体として反応させた後,二次抗体としてFITC
 標識抗マウスIgGを用いて染色し,フローサイトメトリーにてPMN表面の各FcγRの発現を
 検討した。さらに各FcγR抗原発現を数値的に検討するためにQuantum26Pstandardsを用
 いて,各レセプター数を求めた。2)活動期患者の入院時治療前及び後の末梢血PMN及び健常
 者のPMNの機能について,FcγRを介したルミノール化学発光法(CL)にて検討した。刺激
 剤としてヒツジ赤血球(SRBC)にトリニトロベンゼンスルホン酸(TNP)を加えて反応させ,
 そのTNP-SRBCにそれぞれ抗TNP-murinelgG2a(TNP-mulg2a),抗TNP-mulgG2bを加えて
 反応させ,それぞれFcγRI,FcγRHの刺激剤とした。CLはルミノメーターを用いて90分経
 時的に測定し,最高値を比較検討した。3)活動期患者及び健常者末梢血PMNのミエロペルオ
 キシダーゼ(MPO)活性をグアヤコール法を用いて検討した。PMNを超音波破砕後,グアヤ
 コールを混ぜ,さらにセタブロンを加えた後に,吸光度計(波長470nm)にて経時的変化を求
 めた。基底線が安定した後,H,0,を添加し,加えた後の立ち上がり曲線の最大の傾きからテト
 ラグァヤコール生成活性を求め,これをMPO活性とした。4)活動期CD末梢血PMNに対し
 プレドニゾロン(PSL),5-ASAをinvitroでそれぞれ添加し18時間培養した。培養後上記と同
 様にしてCしとFcγRの発現,MPO活性を検討した。5)CD及び健常者の大腸生検組織を
 PLP固定後凍結切片を作成し,マウス抗ヒトFcγRIモノクローナル抗体,及びマウス抗ヒト
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 好中球MPOモノクローナル抗体を各1次抗体として反応させた。その後ヒストファインストレ
 プトアビジンービオチンキットを用い,四塩酸塩3,3'一ジアミノベンジジン(DAB)にて発色
 させ光顕にて検討した。6)測定結果は,Wilcoxonrank七estを用いて検討し,5%以下を有
 意とした。
 【結果】
 1)健常者PMNでは全例にFcγRH,FcγR皿の発現のみ認め,FcγRIの発現はnega一
 七ivecontrolと同程度であり殆ど認められなかった。一方,治療前の活動期CD末梢血PMNで
 はFcγRH,FcγR皿の発現には健常者と同程度であるものの,全例にFcγRIの発現亢進
 を認めた。栄養療法8週後に臨床上,内視鏡的緩解になった症例ではFcγRIの発現は認めら
 れなくなったが,内視鏡的にはまだ潰瘍を認めた臨床的緩解のみの症例では依然としてFcγR
 Iの発現は認められた。2)活動期CDのCLは,FcγRI刺激において健常者PMNと比較し
 明らかな高値を示した。しかしFcγRH刺激,negativecontro1では差は認められなかった。
 治療8週後には緩解に至った症例では,健常人PMN-Cしと有意差は認められなくなったが,緩
 解に至らなかった症例では依然亢進していた。3)テトラグアヤコール生成活性では活動期CD
 群は,健常者群より有意に亢進していた。4)活動期患者PMNFcγRI-CL,MPO活性はP
 SL,5-ASAを添加することによりそれぞれ低下した。しかしFcγRIの発現,及び他のFcγ
 Rの発現には全く影響を及ぼさなかった。5)健常者,緩解期CDの大腸生検組織及び活動期
 CD非炎症部組織ではFcγRI陽性PMN,MPO陽性細胞は全くもしくは殆ど認めなかったが,
 活動期CDの炎症部生検組織ではこれらの陽性細胞を多数認めた。
 藍結論】
 CD患者PMNのCしの高値はFcγRI発現,MPO活性が共に亢進することによって発現す
 ることが認められた。CD活動期PMNではFcγRIが発現亢進しており,またそれがCDの
 炎症活動度のマーカーとなり得ることを初めて認めた。
 また活動期CDの大腸粘膜炎症局所において末梢血と同様のFcγRI陽性PMN,MPO陽性
 細胞(PMN)が多数認められたことより,PMNの機能異常亢進とそれを介した組織障害が,
 CDの病因,病態に関与することが示唆された。
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 審査結果の要旨
 本研究はクローン病の病因。病態に関して,患者の末梢血多核白血球機能をIgGFcreceptor
 (FcγR)を中心に検討したものである。これまで,多くの報告は単核球の面から研究されてき
 たが,多核白血球に注目した研究はほとんどみられず,FcγRを介した機能異常については全
 く報告されていない。
 本研究では,まず活動期クローン病患者の末梢血多核白血球表面のFcγR-1,H,皿の発
 現をフローサイトメトリーを用いて検討した。FcγR-II,皿は健常者と差がないものの,健
 常者では認められないFcγR-1が全例に発現していた。さらに栄養療法により,内視鏡的に
 も緩解に至った症例では,FcγR-1の消失を認めた。この成績は初めての報告である。次に,
 多核白血球機能をFcγRを介したルミノール化学発光法(CL)やミエロペルオキシダーゼ活
 性により検討した・活動期クローン病では健常者と比較して,FcγR-1刺激によるCしや
 MPO活性は有意に高値を示したが,緩解に至った症例では差がなくなった。さらに活動期クロー
 ン病の多核白血球にクローン病の薬物療法に用いられるプレドニゾロン,5一アミノサリチル酸
 をinvitroでそれぞれ添加し18時間培養し,FcγR発現,cしとMPo活性を検討した。これ
 により,FcγR-1刺激によるCしやMPO活性は低下したが,FcγR-1や他のFcγRの
 発現には全く影響を及ぼさなかった。この成績より,FcγR-1の発現程度は従来の炎症や栄
 養のパラメーターよりも,より正確にクローン病の活動度を反映すること,また使用薬剤の影響
 を受けないことより,この測定はクローン病の活動度を表わすマーカーとなりうることを初めて
 示した。さらにこれら末梢血多核白血球の機能亢進が病変局所においても起きているかどうかを
 生検標本を用いて免疫組織学的に検討した。活動期クローン病の炎症粘膜においては,FcγR-
 1陽性多核白血球やMPO陽性細胞,IgG産生形質細胞が多数認められたが,非炎症部や緩解期
 クローン病,健常者粘膜ではこのような所見はほとんど認められなかった。
 以上より,クローン病患者多核白血球のCLはFcγR-1発現,MPO活性がともに亢進す
 ることによって発現すること,FcγR-1発現の程度はより正確な活動度のマーカーになりう
 ること,また炎症粘膜局所においても同様の変化が起こっていることを認め,多核白血球の異常
 機能亢進と,それを介した組織障害がクローン病の病因・病態に関与することを明らかにした。
 本研究はクローン病の病因・病態に関して,多核白血球の機能異常に注目し,新知見を得ると
 ともに,その成績を十分に解析し,考察も的確になされている。臨床研究の学位論文として,十
 分に価値あるものと判定する。
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